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論　文　内　容　要　旨
［目　的］
ニトログリセリン（NTG）は100年以上に亘り虚血性心疾患の治療に用いられてきたが、最近その血
管拡張作用と抗血小板作用は、NTGが放出する一酸化窒素（NO）によることが明らかになった。NO
は血管内皮由来弛緩因子（EDRF）の本態であるとされているが、S－nitrosothiolがEDRFであると
の報告もある。今回申請者はS－nitrosothiolであるS－nitrosoalbumin（S－NO－Alb）とS－nitro－
socaptopril（S－NO－Cap）を化学的に合成し、NTG及びニトロプルシッド（SNP）の抗血小板作用
と比較した。また各物質の血焚中でのNO産生能をNOの安定酸化物であるNO盲、NO盲を指標として測定
しNO供与体としての硝酸薬の作用機序の解明を行った。
［方　法］
1．S－NO－Albの合成：BSAとNaN02より化学的にS－NO－Albを合成した。
2．S－NO－Capの合成；CaPtOPri1とt－butylnitriteより化学的にS－NO－Capを合成した。また
LSI／MSにて分子構造の決定を行った。
3．血小板凝集能測定；健常成人より採血を行い遠沈にて乏血小板血菜（PPP）と富血小板血菜伊RP）
を分離し、ADP刺激によるPRPの血小板凝集能を吸光度法にて測定した。またNTG、SNP．S－NO－
Alb、S－NO－Capを添加incubation（37℃3分間）した後、同様の測定を行った。
4．血小板内カルシウムイオン濃度測定；PRPにFURA－2AMを添加incubation後、Sepharose2B
カラムでFURA－2負荷洗浄血小板を分離。分光蛍光光度計を用い励起波長340nm、380nm蛍光波長
505nmにてトロンビン刺激前後の血小板内カルシウムイオン濃度の洲定を行った。また、NTG、SNR
S－NO－Alb、S－NO－Cap（10〝M）を添加incubation（37℃3分間）した後、同様の測定を行っ
た。
5．NO盲、NO盲の謝定；PPPとPRPを、NTG、SNP、S－NO－Alb、S－NO－Cap（200〝M）と
incubation（37℃6分間）した後、HPIJCでNOの安定酸化物であるNO盲、NO盲を測定した。
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［結　果］
1．NTG、SNP、S－NO－Alb、S－NO－CaPは濃度依存性に血小板凝集を抑制し、凝集能50％を抑
制する濃度であるIC釦はNTGで109FLM、SNPで0．98〝M、S－NO－Albでは2．99FLM、S－NO－
Capでは2．5〟Mであった。
2．NTG、SNP、S－NO－Alb、S－NO－Capはトロンビン刺激によるカルシウム動員を抑制しカル
シウム濃度の減少はNTGで28．6％、SNPで91．9％、S－NO－Albで90．0％、S－NO－Capで92．7％で
あった。
3．NO盲はNTG添加PRPで15．4〝M／60min．の増加が認められたが、SNP、S－NO－CapではNO盲の
産生は謝定できなかった。またNO盲はすべての軸定でcontrolとの間に有意差を認めなかった。なお
NTG単独のincubationではNO盲、NO盲は検出されなかった。
［考　察］
NTG、SNP、S－NO－Alb、S－NO－Capは血小板凝集抑制作用を示したがその効果はNTGで著明
に弱くIC幻値は他剤の30－100倍であった。また血小板活性化のキーステップとなる血小板内カルシウム
イオン動員の抑制作用においてもNTGの効力は弱く濃度10JLMにおいての抑制効果はSNP、S－NO－
Alb、S－NO－Capの約1／3であった。血管拡張作用におけるNTGのED釦の報告値は血小板凝集抑制
作用でのIC刃値の約1／20000となっている。NTGはthiolの存在下にglutathione－S－tranSfer8．Se或い
は他の酵素の働きによってNOを遊離LEDRF作用を発現し、血管平滑筋の存在下でNTGよりのNO発生
が報告されている。今回申請者は血祭中でのNOの発生を、NOの安定酸化物であるNO盲、NO盲を測定す
ることにより評価した。全ての例でNO盲の産生は認められず、NO盲がNTGにおいてのみ発生が認めら
れ、血兼中でNTGよりNOが発生することが確認されたが、SNP、S－NO－CapよりのNO産生は認め
られなかった。NO産生が、抗血小板作用の弱いNTGで認められ、強力な抗血小板作用を有するSNP、
S－NO－Capで認められなかったことにより、少なくとも血祭中でははSNP、S－NO－CapはNOを遊
離せず直接抗血小板作用を発揮し、NTGはNOを遊離することにより抗血小板作用を発現すると考えら
れた。NTGの抗血小板作用が弱いのは血兼中でのNOの産生量が少ないためであり、SNP、S－NO－
Capは安定化NOであることが示された。
［結　論］
1．血東中ではNTGはNOを遊離することにより抗血小板効果を発揮するがその作用は、NO発生が緩
徐であることにより弱い。
2．血煙中ではSNP、S－NO－CapはNOを遊離することなく強力な抗血小板作用を発揮し安定化NO
として作用している。
学位論文審査の結果の要旨
血管内皮由来弛緩因子（endothelium－derivedrelaxing factor，EDRF）は血管拡張作用、抗血栓作
用等の様々な作用を有している。EDRFの本態は一酸化窒素（NO）であるとされるが、抗狭心症薬と
して使われるニトログリセリン（NTG）がEDRP供与体として働くことに関しては不明な点が多い。本
研究はNTGとニトロプルシッド（SNP）、またS－ニトロソチオールであるS－ニトロソアルブミン
（STNO－Alb）とS－ニトロソカブトプリル（S－NO－Cap）の血小板凝集と血小板内カルシウムイ
オン動員に対する抑制効果、及び血祭中でのNO産生能につき比較し、EDRF供与体としてのNTGの抗
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血小板作用につき検討を行ったものである。
実験はヒト血小板と血菜を用いて行った。NTG、SNP、S－NO－Alb、S－NO－Capは富血小板血
菜でのADP刺激による血小板凝集を濃度依存性に抑制したが、NTGの抑制効果は他の3剤に比べ弱い
ものであった。また、Pura－2負荷洗浄血小板でのトロンビン刺激によるカルシウムイオン動員抑制効
果においても、NTGの効力は他の3剤に比べ弱かった。NTGが血菜中でNOを遊離することが高速液体
クロマトグラフィーによる亜硝酸イオンの測定により推定された。一方、SNPとS－NO－Capは血兼
中でNOを発生しなかった。以上より、血焚中ではNTGはNOを遊離することにより抗血小板作用を発
揮する。しかしその作用はNO遊離が緩徐であることにより弱い。またSNPとS－NO－CapはNOを遊
離せず安定化NOとして強力な抗血小板作用を発揮する可能性が示された。
本研究は、血焚中ではSNPとS－NO－CapはNOを遊離しないで、またNTGはNOを遊離することに
より抗血小板作用を発現することを初めて示唆したものであり、SNPとS－NO－Cap及びNTGの抗血
小板作用の機序を考える上で重要な情報を提供したと言える。よって博士（医学）の学位授与に値する
ものと評価された。
